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RESUMO 
 
A inflamação neurogênica é um dos primeiros eventos de cura. Após um 
estímulo nociceptivo na pele, ocorre a liberação de neuropeptídeos (NP 's) 
– substâncias pró-inflamatórias – que são produzidas pelos neurônios do 
gânglio da raiz dorsal e secretadas nas terminações nervosas da pele, 
provocando a fase inflamatória da cicatrização das feridas. A expansão da 
pele é amplamente utilizada em cirurgia plástica como um recurso para 
ganho real de pele para rotação de retalho e, assim, cobrir grandes defeitos 
decorrentes da perda de pele na remoção de tumores, acidentes de várias 
origens e reconstrução de partes do corpo humano; mas nada se sabe sobre 
a ação dos neuropeptídeos CGRP e SP nessas áreas de tecido cutâneo 
expandido. OBJETIVO: Investigar os neuropeptídeos SP e CGRP na pele 
cutânea expandida. MÉTODOS: 28 ratos Wistar, separados em quatro 
grupos (n = 7): Grupo CO - (expansor vazio); Grupo EN - (expansão 
normal, 15 dias); Grupo ME - (meia expansão, 11 ml) e o Grupo EI - 
(expansão instantânea no dia da coleta). Depois de anestesia geral, cada 
grupo apresentou um expansor de pele de 22 ml de capacidade e o Grupo 
CO apenas o expansor vazio; o Grupo EN, o expansor inflado com metade 
da capacidade (11 ml) no implante e uma semana depois, inflado com mais 
11 ml; Grupo ME igual ao grupo EN, mas com apenas metade da 
capacidade do expansor (11 ml) imediatamente após o implante e o Grupo 
EI, expansor sendo insuflado com a capacidade total (22 ml) no dia da 
coleta. Em seguida, cada rato foi submetido à morte induzida, indolor, 
antes da coleta de amostras, que foram padronizadas quanto ao volume e 
área, utilizando-se dermátomo elétrico fixado em 500 μm e punch de oito 
milímetros.  Esta amostra foi enviada para a quantificação de CGRP e SP 
por Western blotting. RESULTADOS: Em relação à presença de NP’s na 
 xiii 
 
pele de ratos, diminuiu a concentração do neuropeptídeo SP, sendo a maior 
concentração do grupo CO, e tendo a seguir o grupo ME, o grupo EI e o 
grupo EN; o neuropeptídeo CGRP obteve valores semelhantes na avaliação 
de CGRP-5kDa (neuropeptídeo efetivo) e a manutenção das concentrações 
dos grupos CO, ME e EI. Houve uma queda acentuada na concentração do 
grupo EN. CONCLUSÃO: A lenta e progressiva expansão da pele inibe a 
liberação de neuropeptídeos SP, reduzindo a resposta inflamatória 
independente do volume observado. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Em Cirurgia Plástica, os maiores desafios consistem em perdas 
cutâneas importantes e sua escassez leva à conduta de realização de 
retalhos ou enxertos. 
Nota-se isso, com efetividade, em áreas maiores com necessidade de 
cobertura cutânea onde a existência de mecanismo de expansão se faz 
mister. 
Em nosso país, a significativa prevalência de acidentes de trânsito, 
tumores extensos de pele (pela ineficiência de diagnóstico prévio e 
tratamento rápido e adequado) e os defeitos advindos de queimaduras  
(CUNHA et al., 2002)
 
tornam a expansão tecidual de áreas adjuntas ao 
defeito a ser reparado uma das únicas possibilidades a ser utilizada. 
Têm-se investido no conhecimento de fatores de estudo do 
mecanismo fisiológico, alterações estruturais e bioquímicas da pele 
expandida. 
Sobre a pele expandida temos conhecimentos advindos da gestação 
humana (JOHNSTON, 1990; ALMEIDA JÚNIOR, 2009; MENDONCA & 
COUTINHO-NETTO, 2009; PAN et al., 2009) e dos costumes dos povos 
indígenas da Amazônia como o alargamento de lábios e lóbulos de orelha 
(CUNHA et al., 2002). 
O expansor de tecido consiste em um balão de silicone que é 
introduzido sob a pele, sob a tela subcutânea, superficial ou profundamente, 
na fáscia muscular e insuflado com solução salina através de válvula 
remota ou fixa no dispositivo. 
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Isto provoca aumento em área de pele, a fim de que, após a retirada 
do expansor, se possa reconstruir a área próxima cuja resolução dependia 
de acréscimo de pele ou retalho de rotação dela advinda (WALLENGREN 
& HAKANSON, 1987; SCHOLZEN et al., 1998). 
Desde CODIVILLA em 1905, passando em 1984 por RANDOVAN 
a expansão tecidual é estudada (CUNHA et al., 2002). Na Cirurgia Plástica, 
a reconstrução mamária é a que mais utiliza o expansor (CUNHA et al., 
2002), assim como em correção de alopécia (HOCHMAN et al., 2013), 
reconstrução de defeitos por acidentes, reconstrução de orelha externa 
(HARA et al., 1996) e outras partes do corpo humano (HARA et al., 1996; 
LI et al., 2000; HOCHMAN et al., 2008). 
As três propriedades físicas da pele (tensão, viscoelasticidade e 
extensibilidade) estudadas por GIBSON (1969 apud FUJISAWA et al., 
1995), como o adelgaçamento da pele estudado por CUNHA et al. (2002),  
reordenação dos componentes teciduais estudada por CUNHA et al. (2002) 
observando a modificações nas microfibrilas de colágeno que se tornam 
mais compactas pela expansão, observa-se também o aumento de mitoses 
celulares (HOCHMAN et al., 2013) 
 
que demonstra aumento em área do 
setor expandido. Na expansão cutânea com expansores de tecido observa-
se na microscopia espessamento da camada espinhosa da epiderme e 
diminuição dos espaços intercelulares (STEINHOFF et al., 2003). 
Os apêndices cutâneos – como glândulas sudoríparas e sebáceas – 
não se alteram ou apresentam deformação durante o processo de expansão 
(ROOSTERMAN et al., 2006). Já os vasos sanguíneos, conforme CHADI 
et al. (2008), encontram-se dilatados e funcionais, aumentados em número 
e tamanho.  
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Em compensação, a tela subcutânea apresenta-se com atrofia 
significativa ao final da expansão (STEINHOFF et al., 2003). 
Em relação à inervação da pele, no único estudo encontrado sobre 
expansão de fibras nervosas (JIANG et al., 2007), não foi citado nada sobre 
a fisiologia desta expansão bem como suas consequências biológicas, 
inclusive o autor descreve como “assunto a ser pesquisado”. Sabe-se que a 
inervação cutânea é responsável pela homeostase primária da mesma e tem 
influência direta sobre a cicatrização e sobrevivência de retalhos cutâneos 
(ROOSTERMAN et al., 2006). 
O sistema nervoso está presente na pele numa complexa trama 
tridimensional, principalmente na derme, e tem funções na imunidade, na 
regulação dos anexos cutâneos, na termorregulação, na homeostase e 
também na cicatrização e na modulação inflamatória (BESNE, 
DESCOMBES, BRETON, 2002; LIANG et al., 2004; ESTEVES JUNIOR 
et al., 2009; FERREIRA et al., 2009).   
A SP é uma taquicinina com 11 aminoácidos, produzida no corpo do 
neurônio do gânglio da raiz dorsal, transportada por via axonal, estocada e 
liberada a partir de terminações nervosas cutâneas (STEINHOFF et al., 
2003; CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008). A SP é um NP que age por 
meio de receptores de membrana NK-1 (KAHLER et al., 1993), causando: 
degranulação de mastócitos, ativação de queratinócitos, fibroblastos, 
macrófagos, e linfócitos B e T. Essas células, por sua vez, liberam uma ou 
mais substâncias imunomoduladoras e pró-inflamatórias como histamina, 
TNF-α, prostaglandina D2, leucotrieno B4, neurocinina 1, interleucinas IL-
1α, IL-1β e IL-8, além de provocar quimiotaxia de neutrófilos e eosinófilos 
(MCGOVERN, JONES, SHARPE, 1995; FURUTANI et al., 1999; 
QUINLAN et al., 1999; SONG et al., 2000; SCHMELZ & PETERSEN, 
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2001; STEINHOFF et al., 2003; ROOSTERMAN et al., 2006). Por essa 
diversidade de funções, a SP está relacionada a processos na pele, como 
vasodilatação, prurido, extravasamento plasmático (em pele murina e 
humana), ativação do sistema imunológico e cicatrização 
(THEOHARIDES et al., 1998; ROOSTERMAN et al., 2006; CAVIEDES-
BUCHELI et al., 2008). 
O CGRP é um neuropeptídeo com 37 aminoácidos que em humanos 
apresenta duas isoformas, α e β, diferentes entre si por três aminoácidos 
(MOORE & SALVATORE, 2012). O α-CGRP é expresso, 
preferencialmente, pelas terminações nervosas da pele, enquanto o β-CGRP 
é encontrado, sobretudo em terminações entéricas e na epiderme 
(ROOSTERMAN et al., 2006). Na pele, o CGRP está localizado, 
frequentemente, nas mesmas fibras nervosas que o SP e, quando liberado, 
ativa receptores CGRP1 e CGRP2 localizados em: mastócitos, macrófagos, 
fibroblastos, melanócitos, células dendríticas, queratinócitos e linfócitos B 
e T (BRAIN & CAMBRIDGE, 1996; SCHMELZ & PETERSEN, 2001; 
STEINHOFF et al., 2003; ROOSTERMAN et al., 2006). O pró-CGRP (15 
kda) é um precursor de ambas as isoformas do CGRP, mensurável, 
sobretudo, no gânglio da raiz dorsal. A partir desse local, o CGRP é levado 
à terminação nervosa por via axonal, em sentido antidrômico, e estocado na 
terminação nervosa (MISHIMA et al., 2011). Da mesma forma que a SP, o 
CGRP está envolvido em processos complexos, ainda não completamente 
compreendidos, relacionados, sobretudo, às atividades pró-inflamatórias na 
fase aguda da inflamação (ROOSTERMAN et al., 2006). Entre seus efeitos 
locais ressalta-se como potente vasodilatador via óxido nítrico, a supressão 
de linfócitos T, a modulação do processo cicatricial, a quimiotaxia de 
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células inflamatórias e a consequente modulação da dor (BRAIN & 
GRANT, 2004; BIRKLEIN & SCHMELZ, 2008). 
O bloqueio do potencial de ação das fibras A-δ e C da pele, por 
expansores, cutâneos pode reduzir a liberação de NP´s cutâneos diante de 
um estímulo nociceptivo, inibir a complexa cascata de mediadores 
inflamatórios (RODRIGUES et al., 2011), assim como suprimir a 
deflagração da inflamação neurogênica (PETERS et al., 2006), 
potencialmente atrasando o início do reparo cicatricial.  
Não foram encontrados estudos que relacionassem a influência dos 
expansores cutâneos com a secreção de NP´s pelas terminações nervosas 
cutâneas, inclusive SP e CGRP, após um estímulo nociceptivo. Ressalta daí 
a importância de averiguar comparativamente se os expansores cutâneos 
utilizados na prática clínica poderiam modular, inibindo ou 
potencializando, a liberação desses NP´s na pele. 
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2. OBJETIVO 
 
 
 
 
Investigar os neuropeptídeos CGRP e SP em pele de ratos 
submetida à ação de expansor de tecido. 
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3. LITERATURA 
 
3.1 Cicatrização e Neuropeptídeos 
 
WALLENGREN, CHEN, SUNDLER (1999) estudaram a 
cicatrização de lesões padronizadas em ratos, após a secção do nervo 
ciático e a depleção de neuropeptídeos pela capsaicina. Os autores usaram 
115 ratos com lesões cutâneas padronizadas com punch de três milímetros 
até o subcutâneo nas patas traseiras e os distribuíram em quatro grupos: (1) 
grupo controle; (2) grupo tratado previamente com capsaicina; (3) grupo 
com secção do nervo ciático e (4) grupo tratado com capsaicina somado à 
secção do nervo ciático. As lesões foram acompanhadas por biópsias com 
punch de seis milímetros nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21, utilizando 
inspeção macroscópica, histológica e imuno-histoquímica para SP, CGRP, 
VIP, NPY e PGP 9.5. Uma redução parcial dos NP´s no local da lesão foi 
devidamente constatada nos grupos experimentais. Os autores não 
observaram atraso no fechamento da lesão entre os grupos e, constatando 
que uma denervação total não foi obtida, os mesmos concluíram que as 
fibras nervosas residuais, seus respectivos estoques de NP´s e ramos 
nervosos colaterais são suficientes para prover uma cicatrização normal. 
 
WEIDNER et al. (2000) investigaram a SP e o CGRP na pele de 
humanos quanto à capacidade de vasodilatação, extravasamento proteico, 
liberação de histamina e efeitos sensitivos, através de microdiálise (MD) 
com ELISA. A MD com ELISA permitiu determinar o extravasamento 
proteico na pele de humanos in vivo de maneira atraumática em 53 
voluntários saudáveis. Assim, cinco fibras ocas de plasmaferese foram 
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introduzidas na face volar do terço médio do antebraço esquerdo, 
perpendiculares ao eixo ósseo, a uma profundidade média de 0,6 milímetro, 
distando quatro centímetros um do outro. As fibras foram perfundidas com 
solução de Ringer por 60 minutos e depois foi realizado estímulo com SP e 
CGRP e comparadas com a prostaglandina E2 (substância vasodilatadora) e 
codeína (substância degranuladora de mastócitos) por 30 minutos. O 
produto da diálise foi colhido a cada 15 minutos e enviado para análise 
fotométrica. Os autores observaram que: (1) tanto SP como CGRP não 
provocaram sintomas locais, como dor e coceira; (2) a SP produziu 
vasodilatação dose-dependente e extravasamento proteico, provavelmente 
por dilatação de vênulas pós-capilares; (3) o CGRP produziu vasodilatação 
mais duradoura e potente que a SP, agindo sobre as arteríolas pré-capilares, 
portanto sem extravasamento proteico e (4) SP causa liberação de 
histamina, mas apenas em concentrações mais elevadas. 
 
BESNE, DESCOMBES, BRETON (2002) estudaram a inervação na 
epiderme em relação à idade e local anatômico em humanos (mulheres 
brancas). Foram realizadas 82 biópsias em pacientes entre 20 e 93 anos, 
distribuídos em grupos a cada década de vida, retiradas de quatro locais 
anatômicos submetidos a cirurgias plásticas estéticas: pálpebra superior, 
área pré-auricular, abdome (infraumbilical) e mama (polo inferior). Foi 
realizada imuno-histoquímica nas peças com marcador de células nervosas 
PGP 9.5 e calculada a área epidérmica ocupada por terminações nervosas. 
Os autores concluíram que a densidade de inervação epidérmica em função 
da idade diminuiu nas pálpebras, não se alterou no abdome e aumentou nas 
mamas. 
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SMITH & LIU (2002) estudaram a cicatrização de lesões em ratos  
recém-nascidos, após a depleção de neuropeptídeos pela capsaicina. Os 
autores usaram 65 ratos recém-nascidos com lesões cutâneas padronizadas 
com punch cutâneo de quatro milímetros na região periescapular no 12.º 
dia pós-natal (DPN) e os dividiram em dois grupos: (1) grupo controle e (2) 
grupo tratado, previamente, com capsaicina em injeções subcutâneas no 2.º 
e no 9.º DPN. Após o uso de um marcador de divisão celular (BRDU), as 
cicatrizes foram biopsiadas nos dias 3, 5, 7, 11 e 21 do experimento. Foram 
medidos a área e o volume do ferimento e as peças foram para IHQ. Uma 
redução parcial dos NP´s no sítio da lesão foi devidamente constatada nos 
grupos experimentais. Os autores observaram que a redução de CGRP na 
lesão estava associada à cicatrização retardada, que se traduziu em maior 
área e volume de cicatrização, retenção de crostas prolongada e 
reepitelização atrasada. 
 
LIANG et al. (2004) compararam a quantidade de nervos no modelo 
de cicatriz hipertrófica de fêmeas de porco Red Duroc (FPRD) em relação à 
cicatriz hipertrófica humana. Os autores fizeram lesões no dorso de duas 
FPRD e biopsiaram as lesões com dez dias, um mês e cinco meses. As 
amostras humanas foram obtidas durante o tratamento de seis pacientes 
queimados. Foi realizado IHQ e as imagens foram analisadas em 
computador para avaliação de densidade de nervos e fração da área com 
nervos. Os resultados mostraram que o tecido nervoso estava aumentado na 
cicatriz da FPRD, assim como em cicatrizes hipertróficas humanas, como 
descrito na literatura, porém sem diferença estatística. Os autores 
concluíram que esses resultados corroboraram com a validação do modelo 
animal da FPRD para estudo de cicatrizes hipertróficas. 
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DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS (2005) estudaram a 
influência da SP na cicatrização da pele de ratos, após um ferimento 
padronizado com laser de CO2 até 50% da derme. Dessa forma, foram 
injetados no ferimento, de maneira exógena, a SP e o Spantide II, um 
antagonista de SP, e a pele coletada em espessura total até o panículo 
carnoso, nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 pós-ferimento, congelada e enviada para 
imuno-histoquímica (IHQ). Foi estabelecido um score histológico 
considerando-se os vários aspectos microscópicos do processo cicatricial. 
Como resultado, a cicatrização apresentou-se com menor score histológico 
diante de baixas concentrações de SP, como no grupo controle e no grupo 
Spantide II e, inversamente, a cicatrização teve melhor qualidade 
histológica diante de concentrações mais altas de SP. 
 
ESTEVES JUNIOR (2009) investigaram o efeito da administração 
tópica de CGRP por iontoforese na viabilidade de retalho cutâneo 
randômico em ratos. Foram utilizados 60 ratos submetidos à realização de 
retalho cutâneo randômico e distribuídos igualmente em quatro grupos: (1) 
grupo controle, simulação; (2) grupo iontoforese, placebo; (3) grupo 
controle de absorção, com simulação de estímulo elétrico e uso de CGRP e 
(4) grupo tratado com iontoforese de CGRP. Analisando as áreas de 
necrose dos retalhos, os autores concluíram que a administração tópica de 
CGRP por iontoforese é eficaz em aumentar a viabilidade de retalhos 
randômicos em ratos. 
 
MISHIMA et al. (2011) estudaram os efeitos do CGRP sobre 
membros isquêmicos de ratos. Para elucidar o papel do CGRP na 
angiogênese durante a isquemia, os autores utilizaram seis ratos não 
produtores de CGRP (RNP) e os compararam a seis ratos produtores de 
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CGRP (RP) após provocarem isquemia unilateral em membro posterior por 
ligadura de artéria e veia femorais. Os autores mensuraram os níveis de 
CGRP na pele e em nervos periféricos, assim como o pró-CGRP no corpo 
celular do neurônio do gânglio da raiz dorsal. Eles observaram aumento 
nos níveis de CGRP na pele e nos nervos periféricos, assim como aumento 
nos níveis de pró-CGRP no corpo neuronal durante a isquemia em RP. 
Nesses mesmos ratos, os autores observaram melhor recuperação do fluxo 
sanguíneo em relação aos RNP, demonstrando um importante papel do 
CGRP na angiogênese, além de suas já conhecidas propriedades 
vasodilatadoras. 
 
MISERY (2011) revisaram a influência das interações entre sistema 
nervoso periférico e a pele, com enfoque nas dermatites atópicas e no 
estresse. A relação anatômica que as terminações nervosas da pele têm com 
certas células pode guardar distância de menos de 300 nm entre si e há 
significativa liberação de substâncias neuromoduladoras nesse espaço, o 
que, segundo os autores, tem comportamento de sinapses. A maior parte 
das substâncias liberadas nesses espaços são NP´s, sendo que a SP pode 
inibir a apresentação de antígenos e linfócitos; e o CGRP inibe o contato e 
atrasa reações de hipersensibilidade, o que pode justificar o efeito 
imunossupressor da radiação ultravioleta. Devido a isso, há significativa 
influência do sistema nervoso central em desordens inflamatórias, 
autoimunes e atópicas. Na dermatite atópica há aumento de SP, CGRP e 
VIP, assim como da própria inervação local. E o estresse psicológico do 
indivíduo participa ativamente disso, agravando a reação inflamatória 
através da inflamação neurogênica e degranulação de mastócitos. Os 
autores preconizaram, como perspectivas, que as drogas que inibem a 
inflamação neurogênica e NP´s poderiam oferecer maior controle sobre as 
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atopias cutâneas, assim como terapias que alterem o estado psicológico do 
paciente (JIANG, SHIBATA, WANG, 1994; FUJISAWA et al., 1995). 
Os resultados alcançados por estes autores sugerem que a expansão 
de nervos não tem um efeito deletério sobre a propriedade de promover 
axônios dos tubos das células de Schwann e de que a expansão é 
dependente não só da viscoelasticidade dos nervos, como também do 
reforço da proliferação das células de Schwann. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. MÉTODOS 
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4. MÉTODOS 
 
4.1 Desenho de pesquisa 
 
A presente pesquisa é um estudo primário, experimental, analítico, 
prospectivo, autocontrolado e unicego. Foi aprovado pelo Comitê de Ética 
e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) sob 
número 0005/11 (Apêndice 1). 
 
4.2 Amostra 
 
Foram utilizados 28 ratos Wistar-EPM (Rattus norvegicus) adultos, 
machos, com peso entre 250 e 350 gramas, oriundos do Biotério Central do 
Centro de Desenvolvimento de Medicina Experimental (CEDEME) da 
Escola Paulista de Medicina - Universidade Federal de São Paulo 
(EPM/UNIFESP). Os procedimentos cirúrgicos experimentais foram 
realizados no laboratório de Cirurgia Experimental do Departamento de 
Cirurgia pela Disciplina de Cirurgia Plástica da UNIFESP (Prof.ª Titular 
Lydia Masako Ferreira). Os animais foram confinados em biotério, em 
gaiolas individuais de plástico, com tampa metálica própria para dispor o 
recipiente com água e ração comercial, consumidas ad libitum. O ambiente 
foi mantido, por meio de dispositivos eletrônicos, a uma temperatura 
constante de 22 1ºC, manutenção do grau de umidade e de um período 
controlado de 12 horas de luz. Os animais tiveram um período de uma 
semana para ambientação antes da manipulação experimental. 
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Figura 1. Ambientação, classificação e isolamento de cada animal no 
laboratório de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia pela 
Disciplina de Cirurgia Plástica da UNIFESP  (Prof.ª  Dra. Lydia Masako 
Ferreira). 
A - Armário contendo gaiolas individuais; 
B - Detalhamento da rotulação de cada gaiola 
 
4.3 Delineamento Experimental 
 
Os animais foram distribuídos aleatoriamente 
(www.randomization.com) em quatro grupos de sete ratos cada um. Foi 
realizado o experimento no dorso de cada animal com o expansor 
designado para tal, como segue: 
 Grupo CO: Grupo controle (somente expansor). 
 Grupo ME: Grupo meia expansão (metade do volume) 
 Grupo EI: Grupo expansão imediata (22 ml expandidos/dia coleta) 
A B 
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 Grupo EN: Grupo expansão normal (22 ml/2 semanas) 
4.4 Desenvolvimento do expansor para ratos 
 
O expansor especialmente desenhado para este projeto é resultado do 
trabalho de criação conjunta do pesquisador e equipe de desenvolvimento 
da Empresa Eurosilicone
® 
(Avignon, França). Possui como especificações 
características de volume (22 ml) e tubo do expansor (10 cm) ligado à 
válvula remota de insuflação (2 cm de diâmetro). 
O pesquisador optou por desenvolver este expansor criado com o 
nome “Expansor Cutâneo para Ratos Wistar, Cirurgia Plástica-
Unifesp/Eurosilicone-005/11” (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Expansor utilizado no estudo (Eurosilicone/Cirurgia 
Plástica Unifesp/-005/11). 
Cada expansor possui as dimensões de 5cm x 3cm x 1,5cm com 
válvula remota de 2 cm de diâmetro. 
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4.5 Preparo dos animais 
 
Os animais foram submetidos à anestesia geral por via intramuscular 
no membro posterior esquerdo, utilizando-se cloridatro de xilazina e 
quetamina (uso veterinário), misturados na proporção de 1:2, 
respectivamente, sendo injetado 1 ml/kg. Após a indução anestésica, os 
animais foram dispostos em decúbito ventral e foi realizada epilação do 
dorso, de forma padronizada, com tricótomo elétrico (WAHL
®
) (Anexo 1).  
 
4.6 Implante dos expansores 
 
Foram traçadas, sobre a linha sagital posterior, duas linhas 
transversas, uma passando pelo ângulo inferior das escápulas do animal 
(direita e esquerda) e outra pelas espinhas ilíacas ântero-superiores do 
animal (direita e esquerda); sobre a linha interescapular (A-B) foi colocado 
gabarito pré-confeccionado em poliuretano transparente tendo um 
retângulo de cinco centímetros por três centímetros (local da colocação do 
expansor), um centímetro abaixo é encontrada a linha “L” de três 
centímetros, onde foi realizada a incisão cutânea sobre a linha sagital 
posterior do animal a fim de introduzir, superiormente, o expansor e, 
inferiormente, a válvula de insuflação. A válvula de insuflação do expansor 
foi implantada no tecido subcutâneo sobre a crista ilíaca direita de todos os 
animais (Figuras 3 e 4). 
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Figura 3. Marcação do local de incisão e 
implante do expansor. 
Dorso de rato epilado (escápulas em 
amarelo). Retângulo preto (apoiado sobre a 
linha que une o pontos A e B) é o local de 
colocação do expansor de 3 cm x 5 cm x 
1,5cm, linha preta vertebral (L) de 3 cm é o 
local de incisão para acesso e o círculo 
preto à direita do animal é o local de 
colocação da válvula do expansor. 
 
3 cm 
3 cm 
1 cm 
2 cm 
5 cm 
Linha vertebral 
B A 
D C 
L 
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Figura 4 – Demarcação da área de implante do expansor. 
Gabarito de Polipropileno sobre o rato com as medidas reproduzidas da Figura 3 
para incisão, descolamento, colocação do expansor (A) e válvula (C). 
 
Incisando-se a pele do dorso do animal sobre a linha vertical (L) em 
um curso de três centímetros distante seis centímetros da linha 
interescapular A-B ultrapassando pele e panículo carnoso do animal, 
descola-se, superiormente, com tesoura romba, até a linha escapular 
inferior de onde se isola uma área descolada de cinco centímetros por três 
centímetros que receberá o expansor. Pela incisão dentro do mesmo plano 
descolou-se por meio de divulsão romba a região ilíaca direita do animal 
(área de 2cm
2
) que receberá a válvula remota do expansor (Figuras 5 a 7). 
 
 
A 
C 
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Figura 5 - Técnica operatória de implante do expansor. 
A - Vista superior, após 2 semanas (rato pertencente ao Grupo EN): A. 
Inclusão do expansor; 
B - Inclusão da válvula; 
C - Vista superior, identificando-se expansor (A) , válvula (C) e conector (T)  
 
A B 
C 
A 
C 
T 
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Figura 6. Implante do expansor - vista superior. 
Em expansão máxima após duas semanas (rato pertencente ao Grupo 
EN). 
 
 
 
4.7 Obtenção e preparo das amostras de pele 
 
O rato, após morte assistida e indolor, foi firmemente seguro nas 
suas extremidades caudal e cranial do tronco e arqueado, de modo a manter 
a pele do dorso esticada e expor a região onde o expansor foi colocado. 
Utilizando-se um dermátomo elétrico PADGETT® (Anexo 2), foi 
retirado um fragmento "B" de pele parcial do dorso do rato, com 
espessura de 500, contendo a reta A no centro de uma área com no 
mínimo dois centímetros de largura (Figuras 8 a 12). 
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Figura 7. Retirada da amostra de pele da área do expansor.  
O pesquisador deve segurar firmemente o tronco do rato já morto, com o expansor 
presente, arqueá-lo levemente, (apoiando suas mãos sobre uma superfície estável) e 
esticar a pele do dorso com os dedos. Na área retangular azul será aplicado o 
dermátomo (D) que retirará o local de onde será colhida a amostra 
 
 
 
 
 
Área onde será aplicado 
o dermátomo 
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.  
Figura 8. Dermátomo sendo aplicado 
corretamente. 
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AD                                           D 
Figura 9. Área doadora (AD) após a aplicação do dermátomo (D). 
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Figura 10. Obtenção da amostra de pele parcial. 
Área doadora no dorso do rato (D) após exérese da amostra de pele 
parcial com dermátomo é retirada com punch de 8 mm (AP) e dividida ao 
meio, originando duas amostras. 
 
Foi utilizado um punch cutâneo de oito milímetros (Anexo 3) no 
centro da área retirada com dermátomo elétrico, conferido com 500 µm, 
para obter as amostras que foram enviadas para análise (Figura 10). 
 
 
Fragmento de pele (AP) retirada com 
punch da amostra de pele parcial retirada 
com dermátomo (D) 
AP D 
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Figura 11. Obtenção da amostra para análise. 
Fotomicrografia das amostras corada em HE (10x), 
mostrando espessura constante. 
   
As amostras retiradas com o punch foram imediatamente colocadas 
em tubos de Eppendorff 2,0 ml, secos, previamente catalogados com 
numeração aleatória. Esses tubos foram congelados em gelo seco e 
mantidos em freezer a -20ºC até a realização do Western blotting. 
 
4.8 Extração de Proteínas e Western blotting 
 
As amostras retiradas de cada animal foram homogeneizadas em 
solução tampão para extração da proteína total. Primeiramente, as amostras 
foram lisadas e homogeneizadas, com auxílio de um homogeneizador, 
utilizando-se 350 µL de tampão de lise constituído de NP40 (1%), 
deoxicolato de sódio (0,5%), SDS (1%), EDTA (1mmol/L), EGTA 
(1mmol/L) e coquetel inibidor de proteases (Sigma, 1%) em PBS (Ph 7,4). 
Após a homogeneização, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm, 
durante 20 minutos, a 4ºC; o sobrenadante foi obtido e a quantidade de 
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proteína foi determinada, usando-se o método de Bradford (BRADFORD, 
1976). 
As amostras foram diluídas em tampão de lise a fim de se obter 
quantidade de 60µg em 25µL, que foram desnaturadas à 100ºC durante três 
minutos e aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para 
fracionamento. Em um dos poços da placa, foram aplicados 5µL de 
marcador de peso molecular (Kaleidoscope, pré-corado, Bio-Rad, EUA). O 
tampão de corrida foi preparado com Trizma® (25mmol/L), glicina 
(0,2mol/L) e SDS (0,1%), as proteínas foram separadas através de 
aplicação de 100 volts durante 1 hora e 30 minutos. 
Após a corrida, as proteínas foram transferidas para membrana de 
PVDF (Bio-Rad) utilizando tampão de transferência gelado contendo 
Trizma® (25mmol/L), glicina (0,2mol/L) e metanol (10%) durante 1 hora, 
a 100 volts. 
A membrana foi então incubada com solução de bloqueio dos sítios 
não ocupados durante 15 minutos, em temperatura ambiente. A solução de 
bloqueio foi constituída à base de leite (10%) em TBS-T (tampão trisma-
salina com tween 20 a 0,05%). Após este bloqueio, as membranas foram 
incubadas com os anticorpos primários: anticorpo policlonal 
antissubstância P feito em cabra (1/100, Santa Cruz), e anticorpo policlonal 
anti-CGRP feito em coelho (1/300, Sigma) diluídos todos em leite (3%) em 
TBS-T, durante 24 horas, à 4ºC sob agitação constante. Após esta 
incubação, as membranas foram lavadas por duas vezes em TBS-T por dez 
minutos e incubadas com o anticorpo secundário  anti-cabra (1/2000, GE) e 
anti-coelho (1/10.000, GE) conjugados a uma peroxidase (HRP-
conjugado), diluídos em leite (3%) em TBS-T e incubados durante uma 
hora, em temperatura ambiente. 
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Após a incubação com os anticorpos secundários, as membranas 
foram lavadas por duas vezes com TBS-T e uma vez com TBS durante dez 
minutos cada. A reação aconteceu através de incubação com reagente 
quimioluminescente (Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, 
ECL kit, Perkin Elmer, EUA) durante exatamente um minuto. As 
membranas foram expostas a filme sensível à quimioluminescência 
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) durante o período de 30 segundos 
a cinco minutos, segundo orientação do fabricante para cada anticorpo, e 
revelados. 
Após revelação dos filmes, as membranas foram lavadas e 
submetidas a nova marcação com anticorpo contra a beta-actina, uma 
proteína, a fim de normalizar os valores proteicos. Para isso, as membranas 
foram incubadas com anticorpo primário contra βIII-tubulin diluído a 
1:30.000 (Sigma, EUA) em TBS-T contendo BSA a 1%, durante uma hora 
em temperatura ambiente seguida de duas lavagens com TBS-T por dez 
minutos cada e de incubação, por 45 minutos à temperatura ambiente, com 
o anticorpo secundário (anti-coelho, HRP conjugado, Amersham) diluído a 
1/10.000 em TBS-T com BSA 1%. Após estas incubações as membranas 
foram lavadas como descrito anteriormente, seguidas da reação e revelação 
do filme. Os filmes foram quantificados através de densitometria óptica, 
usando um sistema de análise de imagens (CHADI et al., 2008; ALVES et 
al., 2011). 
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4.9 Análise estatística 
 
As quantidades de SP e CGRP nas amostras de pele foram obtidas 
em unidades de valores arbitrários, apresentadas como média, desvio 
padrão e valores máximos e mínimos. Todos os dados foram avaliados em 
seu conjunto por análise de variância (ANOVA) para se detectar diferenças 
significantes. Os grupos também foram avaliados aos pares utilizando-se o 
teste de Tukey para estabelecer diferenças entre cada grupo. Fixou-se em 
5% o nível de rejeição da hipótese de nulidade (p<0,05), para a rejeição da 
hipótese de nulidade da presente pesquisa. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. RESULTADOS 
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5. RESULTADOS 
 
 Os Grupos de Expansão imediata (EI) e Expansão em duas semanas 
(EM) tiveram redução significante na quantidade de SP na pele de ratos em 
relação ao grupo Controle e Meia expansão (Figura 12). O teste de 
ANOVA resultou em p=0,035. A comparação pareada pelo teste de Tukey 
mostrou diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
 
 
Figura 12. Quantificação de SP na pele 
expandida de ratos. (*=p<0,05) 
 
 
Todos os grupos foram capazes de inibir a presença de pró-CGRP na 
pele de ratos em relação ao grupo Controle, mas não houve diferença entre 
os grupos, com exceção do Grupo de Expansão Normal (EN). O teste de 
ANOVA mostrou p=0,0029 para o Grupo EN. A comparação pareada pelo 
teste de Tukey mostrou diferença estatística (p<0,05) entre os grupos CO e 
ME e grupos ME e EN. A quantificação de pró-CGRP na pele incisada de 
ratos (Figura 13). 
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Figura 13. Quantificação de pró-CGRP na pele 
expandida de ratos. (*=p<0,05) 
 
 
Nenhum grupo foi capaz de inibir a presença de CGRP na pele de 
ratos em relação ao Controle, porém houve pequena diferença entre os 
grupos. O teste de ANOVA mostrou p=0,003567. A comparação pareada 
pelo teste de Tukey não mostrou diferença estatística (p<0,05) entre os 
grupos. A quantificação de CGRP na pele incisada de ratos  (Figura 14). 
 
 
Pró-CGRP (15kDa) 
V
a
lo
re
s
 A
rb
it
rá
ri
o
s
 
    CO             ME            EI              EN 
 R e s u l t a d o s  | 36 
 
 
Figura 14. Quantificação de CGRP na pele incisada de 
ratos. (p>0,05) 
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6. DISCUSSÃO 
 
A expansão cutânea sempre foi utilizada como ganho tecidual para 
reparo ou cobertura de locais onde a cobertura cutânea fosse necessária. 
LIANG et al. (2004) e JIANG, SHIBATA, WANG (1994), 
observaram alterações significativas em pele expandida de região mastoide 
para confecção de orelhas em microtias humanas. Este estudo sugere que se 
deve atentar para algo que ocorre, provavelmente, na estrutura neurológica, 
que poderia provocar tais alterações. 
Paralelamente, desde CHVAPIL et al., em 1979, a literatura é farta 
de trabalhos, demonstrando que os anestésicos locais podem influenciar no 
processo cicatricial, sobretudo nas fases mais iniciais da cicatrização. Em 
2003, BROWER & JOHNSON avaliaram os mais importantes estudos in 
vivo e in vitro, que demonstravam alterações morfológicas importantes na 
fase inflamatória e na fase proliferativa da cicatrização, como: redução da 
força de quebra da cicatriz, redução da síntese de colágeno, aumento do 
tempo de cicatrização, aumento das taxas de infecção, diminuição da 
quantidade de fibras de colágeno e redução da vascularização da cicatriz. 
A cicatrização cutânea consiste em um processo complexo 
envolvendo inflamação, epitelização, angiogênese, formação de tecido de 
granulação e deposição de matriz intersticial realizado por diferentes tipos 
de células, como: queratinócitos, fibroblastos, células inflamatórias e 
endoteliais (BROWER & JOHNSON, 2003). A inflamação neurogênica 
(IN) é o primeiro conjunto de eventos na fase inflamatória e, portanto, no 
processo cicatricial.  
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CAVIEDES-BUCHELI et al., em 2008 apontaram diversos 
estímulos que disparam a IN, como: calor, lesões tópicas, agentes irritantes, 
alérgenos, luz ultravioleta e agentes microbianos. Segundo ZEGARSKA, 
LELIŃSKA, TYRAKOWSKI (2006), o estresse mecânico também 
estimula as fibras sensitivas da pele, que levam um impulso para 
processamento medular, mas também desencadeia um reflexo axonal com 
estimulação antidrômica dos nervos sensitivos ao redor do estímulo inicial, 
levando à liberação de neuropeptídeos (NP´s) pelas terminações nervosas 
livres da pele, incluindo a substância P (SP) e o Peptídeo Relacionado ao 
Gene da Calcitonina (CGRP), ambos essencialmente pró-inflamatórios, 
apesar do CGRP ter também algumas atividades anti-inflamatórias e 
imunossupressoras (ROOSTERMAN et al., 2006). Os NP´s iniciam uma 
cadeia de eventos em cascata e dão origem a processos inflamatórios, 
imunológicos e sensoriais (dor, prurido e vasodilatação ou flare).  
Diversas células com receptores específicos dos NP´s são ativadas, 
como: mastócitos, queratinócitos, fibroblastos, melanócitos, neutrófilos, 
linfócitos, entre outros. E uma diversidade de fatores são liberados, como: 
histamina, TNF-α, prostaglandinas, leucotrienos, interleucinas, além de 
iniciar a quimiotaxia de células imunomoduladoras (CAVIEDES-
BUCHELI et al., 2008). Os eventos da IN têm influência direta na 
cicatrização normal (ESTEVES JUNIOR et al., 2009). Outros autores 
também apontam que falhas nas vias iniciais da IN podem levar a um 
atraso no ritmo e na qualidade da própria cicatrização (SMITH & LIU, 
2002; DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, 2005; ROOK & 
MCCARSON, 2007). 
Essas indagações nortearam o presente estudo, que buscou averiguar, 
de maneira direta, se a expansão cutânea seria capaz de inibir a liberação de 
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NP´s na pele na fase mais incipiente do processo cicatricial (na inflamação 
neurogênica) e se haveria alguma diferença no grau de inibição entre os 
mesmos, visto que cada forma de expansão tem potência e durabilidade 
diferentes. 
O modelo adotado foi com ratos Wistar para que o trabalho pudesse 
ser comparado com outros trabalhos da literatura que adotam o mesmo 
modelo (WALLENGREN, CHEN, SUNDLER, 1999; SMITH & LIU, 
2002; DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS, 2005; ESTEVES JUNIOR 
et al., 2009; MISHIMA et al., 2011). Outros animais de pequeno porte 
também podem ser adotados, como: cobaia, coelho e hamster, mas todos 
enfrentam o mesmo problema: a cicatrização rápida e eficiente não é igual 
à de humanos (DRUCKER et al., 1998). Como menciona BROWER & 
JOHNSON em 2003, há dificuldade em se estudar cicatrização em 
humanos pelos obstáculos éticos encontrados em se remover amostras da 
cicatriz para análise, sobretudo, em pacientes sem doenças cicatriciais.  
Suturas na incisão ou manipulação das mesmas poderia ser um viés 
por si só, já que há liberação de substâncias inflamatórias no local da 
passagem do fio (estímulo nociceptivo) que poderiam alterar a 
quantificação do Western blotting. Além disso, a amostra de pele do 
trabalho desses autores foi retirada em pele total, por dissecção manual, o 
que acaba gerando amostras com volumes diferentes de tecido subcutâneo.  
No presente estudo, optou-se pelo uso de um dermátomo elétrico 
para que a espessura de pele fosse sempre constante e não gerasse amostras 
de maior volume do que outras, e, tampouco, viesse acompanhada, 
inadvertidamente, de tecido subcutâneo ou panículo carnoso. Não foram 
encontrados, na literatura, estudos que utilizassem a mesma forma 
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padronizada de retirada de pele e, portanto com quantidades diferentes de 
substâncias inflamatórias. 
O WB utilizado no presente estudo é um método que quantifica as 
proteínas marcadas de toda a amostra retirada, portanto tais amostras 
devem ter volumes homogêneos e padronizados. A espessura total da pele 
do rato no dorso fica entre 900 e 1000µm e os folículos pilosos são 
abundantes, com profundidade maior que 500µm, como mostraram 
RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON em 2005. O mesmo autor, já 
apontou que as terminações nervosas se concentravam na epiderme e na 
metade superior da derme e que os folículos pilosos, por serem ricamente 
inervados e abundantes em NP´s, poderiam mascarar a análise de eventos 
mais sutis na superfície da pele. Por isso optou-se pela espessura parcial 
constante de 500µm. DELGADO, MCMANUS, CHAMBERS em 2005, 
enfatizaram um modelo animal, onde eles utilizaram um laser de CO2 para 
realizar uma lesão na pele, eliminando aproximadamente 50% da camada 
mais superficial, para avaliar os efeitos da SP na cicatrização. Apesar de 
obter uma profundidade padronizada para estudo, a metade mais profunda 
da pele não é o melhor local para avaliar a resposta cicatricial ou as 
alterações provocadas pela SP, já que contém diferentes quantidades de 
terminações nervosas relacionadas a glândulas e folículos pilosos. Todos 
esses apêndices cutâneos, liberando NP´s, “inundariam” as amostras de 
pele com SP e CGRP, mascarando as quantidades de NP´s realmente 
oriundas das terminações nervosas livres, que é o objeto desse estudo. 
Para que o tamanho das amostras fosse semelhante, um punch 
cutâneo de oito milímetros foi usado, no ponto central da área expandida. 
Considerando que todo o fenômeno analisado acontecia num pequeno 
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espaço, este diâmetro de oito milímetros de área foi suficiente, já que essa 
área era a origem do estímulo para liberação de NP´s. 
Outras interessantes e características peculiaridades tiveram que ser 
suplantadas para a perfeita adequação do método. Os neuropeptídeos têm 
estrutura molecular frágil, são facilmente liberados pelas terminações 
nervosas e têm padrão de disponibilidade na pele e internalização celular 
pouco estudadas (BRAIN & CAMBRIDGE, 1996; WEIDNER et al., 
2000). 
A epilação poderia liberar NP´s cutâneos, já que a retirada de pelos, 
seja qual for o método, também implica em microtraumas na pele do rato. 
Não há na literatura estudos que determinem o tempo de degradação dos 
neuropeptídeos no interstício da pele e foi necessário determinar em quanto 
tempo essas substâncias voltam às concentrações fisiológicas na pele após 
uma epilação. Em estudo realizado, ainda não publicado, detectou-se que a 
SP e o CGRP voltam aos valores basais em um mínimo de 30 minutos após 
estímulo único. Sendo assim, estabeleceu-se um tempo de 30 minutos 
como padrão para se iniciar o experimento após a epilação, quando as 
concentrações de ambos os neuropeptídeos já estivessem 
comprovadamente em níveis fisiológicos. Nem DRUCKER et al., em 1998, 
nem RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON, em 2005, aguardaram 
algum tempo após a epilação, o que poderia representar viés na 
quantificação de NP´s na pele.  
O presente estudo buscou uma maneira de quantificar diretamente os 
neuropeptídeos na pele para obter resultados mais confiáveis e 
reprodutíveis. O método de escolha para quantificação direta foi o Western 
blotting. No entanto, foi necessário o desenvolvimento de um processo 
laboratorial pioneiro para suplantar certas dificuldades técnicas. O 
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desenvolvimento do WB para quantificar NP´s deu-se no Laboratório de 
Neurocirurgia Experimental - LIM 45 da Universidade de São Paulo, USP 
(Coordenador: Prof. Dr. Gerson Chadi).  
Pesquisas que investigam neuropeptídeos na pele de animais in vivo 
frequentemente adotam a imuno-histoquímica (IHQ) como método de 
quantificação (RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON, 2005). A IHQ é 
um método de quantificação indireta, onde a substância marcada fica 
fluorescente ao microscópio confocal e é contada por um ou mais 
operadores humanos através de técnicas de amostragem e estereologia 
(MANDARIM-DE-LACERDA, 2003; RAJKOVIC, MATAVULJ, 
JOHANSSON, 2005). A IHQ apresenta as vantagens de ser um método 
tecnicamente acessível, bem compreendido e pouco oneroso, pois os 
anticorpos primários e secundários estão entre os mais baratos do mercado. 
Os marcadores fluorescentes, como a fluoresceína isotiocianato (FITC), 
foram os primeiros a ser utilizados, demonstrando a localização de 
neuropeptídeos em fibras nervosas que, em cortes espessos, permite 
observar o trajeto sinuoso das fibras pelo tecido estudado. Assim, a IHQ é 
um método morfológico que se presta a determinação topográfica dos 
elementos imunomarcados e, deste modo, qualitativa de eventos estudados. 
No entanto, a marcação não é permanente e a maioria dos marcadores tende 
a perder sua fluorescência num curto período de tempo, principalmente sob 
a ação de luz, dificultando a documentação de lâminas através de fotografia 
microscópica. Além disso, tecidos fixados em formalina tendem a ser 
autofluorescentes, e, quando contêm catecolaminas, podem ser induzidos a 
emitir fluorescência específica de cor aproximada à emitida pela 
fluoresceína. A IHQ presta-se bem a informações qualitativas, contudo 
alguns autores desenvolveram métodos para sua quantificação, 
D i s c u s s ã o  | 44 
 
automatizados ou não, que permitissem comparações (HENDERSON, 
TERENGHI, FERGUSON, 2011). No entanto, a quantificação das 
substâncias é indireta, operador-dependente e pode apresentar significativa 
variabilidade interexaminadores e imprecisão de resultados. Outras 
desvantagens da utilização da IHQ para a quantificação são: o manuseio 
excessivo das amostras e o tempo de execução das fases, dificultando o 
processamento simultâneo dos grupos experimentais. Entretanto, a maior 
limitação da IHQ como método quantitativo é a impossibilidade de fazer as 
marcações de controle de inespecificidade nas mesmas amostras (secções 
do tecido) submetidas às marcações em questão e controle quantitativo do 
background. 
Alguns estudos têm utilizado um método de quantificação da 
secreção de neuropeptídeos no interstício da pele por meio de técnica de 
microdiálise (MD) seguida de quantificação por ELISA (WEIDNER et al., 
2000). A MD é um processo onde cateteres de entrada e de saída são 
introduzidos na derme com um espaçamento entre si. As substâncias do 
interstício são então captadas e esse lavado é encaminhado para 
quantificação proteica pelo difundido método de ELISA (SMITH & LIU, 
2002). As vantagens desse método são a quantificação direta, de 
significativa acurácia, em valores absolutos, com unidades em molar e 
precisão digital de um leitor específico. Quanto às desvantagens, a MD é 
tecnicamente complexa e trabalhosa, além de trazer alguns vieses devido à 
necessidade de cateteres inseridos na pele, que por si só poderiam estimular 
a liberação de substâncias inflamatórias e imunológicas, como: histamina, 
serotonina, prostaglandinas, NGF, além de neuropeptídeos 
(ROOSTERMAN et al., 2006). A utilização do ELISA também é 
dispendiosa devido ao alto preço dos anticorpos primários e secundários. 
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O Radioimunoensaio (RIE) também foi utilizado para detecção de 
neuropeptídeos em trabalhos científicos na pele (CAVIEDES-BUCHELI et 
al., 2008). O RIE é um método preciso, específico e relativamente barato. 
No entanto, seu uso é restrito devido à necessidade de marcadores 
radioativos que requerem precauções especiais de instalação, manuseio e 
licença. 
Esse estudo utilizou o WB por ser um método viável para detecção 
de neuropeptídeos na pele, com alta sensibilidade e especificidade, 
reprodutibilidade e acessibilidade técnica e econômica. No entanto, por se 
tratar de uma técnica demorada e com várias etapas de execução, o autor 
acredita que o WB tem sua aplicação prática dificultada, principalmente 
quando se emprega número de amostras significativo. Por isso, sua 
utilização costuma ser restrita aos trabalhos de pesquisa, em detrimento de 
outras metodologias que são mais rápidas e de fácil execução, como a IHQ. 
A técnica de WB, utilizada nesse estudo, contorna sua principal 
desvantagem que é a dificuldade técnica decorrente da extração proteica de 
um tecido de alta densidade como a derme. Tais limitações técnicas foram 
ultrapassadas adaptando as técnicas clássicas de WB com: (1) manipulação 
específica das amostras com séries de congelamentos e descongelamentos, 
maceração mais cuidadosa e uso de homogeneizador mais potente; (2) 
utilização de reagentes de lise em proporções maiores; (3) inibição de 
proteases em proporções maiores e (4) utilização de meios de transferência 
proteica específicos para a pele, como a membrana de PVDF, já que a 
membrana habitual de nitrocelulose não foi eficaz. 
A demarcação visual com caneta da área a ser examinada seria 
conveniente para o experimento, mas um estudo-piloto demonstrou que a 
tinta das canetas dermográficas, ao pigmentar as camadas superficiais da 
D i s c u s s ã o  | 46 
 
derme, interfere no método de quantificação dos neuropeptídeos na placa 
de gel do WB. Portanto, qualquer marcação da pele dos ratos com caneta 
deve ficar fora da área da amostra coletada para análise, e servir apenas de 
referência operacional para o experimento. Por isso o pesquisador utilizou 
demarcação da área, com moldes de propileno que seriam inócuos ao 
método de quantificação por WB. 
O WB não distingue qual a localização do neuropeptídeo dentro da 
amostra, isto é, não é possível dizer se ele está dentro de vesículas nas 
terminações nervosas, ou se ele já foi excretado e encontra-se no meio 
intersticial, ou mesmo se já foi internalizado na célula-alvo. 
Outros métodos seriam capazes de fazer essa distinção precisamente, 
sobretudo a MD onde apenas o lavado intersticial é analisado e marcado 
pelo ELISA (WEIDNER et al., 2000). Estudos, onde a posição exata do 
neuropeptídeo é de extrema importância, podem se beneficiar mais de MD 
com ELISA do que com o presente modelo experimental, por isso nenhum 
método deve ser considerado definitivo. O WB quantitativo permite a 
análise quantitativa e segura dos neuropeptídeos, pois possibilita a retirada 
dos valores do background do filme e a normatização dos valores 
específicos do marcador em questão, em cada amostra, pelos valores de um 
marcador estrutural, no caso a beta-actina. 
O CGRP é, comprovadamente, um vasodilatador muito eficaz, como 
demonstrado por ESTEVES JUNIOR et al. (2009), que comprovaram seus 
efeitos no aumento da viabilidade de retalhos cutâneos em ratos. Esse 
efeito é provavelmente devido ao aumento de perfusão do retalho por 
dilatação duradoura das arteríolas pré-capilares, o que aumentaria o fluxo 
sanguíneo e a perfusão tecidual, no entanto sem provocar extravasamento 
plasmático (WEIDNER et al., 2000).  
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Outros meios químicos e físicos também parecem influenciar a 
secreção de NP´s. RAJKOVIC, MATAVULJ, JOHANSSON em 2005, 
investigaram a influência de campos magnéticos sobre a liberação de NP´s 
na pele e não observaram diferença na quantificação indireta por IHQ. 
Considerando as limitações desse método de quantificação, os autores 
relataram uma secreção menor de SP e uma secreção maior de CGRP nas 
amostras após o estímulo por campos magnéticos. 
Segundo ROOK & MCCARSON, em 2007, a morfina tópica sobre 
ferimentos retardam a cicatrização. Em estudo onde foram injetados 
soluções de morfina, antagonistas de receptores NK-1 e NK-2 e morfina 
combinada com SP, esses autores demonstraram que a morfina atrasou a 
cicatrização através da inibição de secreção de SP e neurocinina A (NKA), 
efeito esse revertido ao se injetar esses NP´s concomitantemente. O 
presente estudo mostrou que a expansão cutânea também inibe a liberação 
de SP e poderiam ter os mesmos resultados da morfina, alterando a 
morfologia cicatricial e atrasando a cicatrização cutânea. Porém serão 
necessários mais estudos para a comprovação desse evento. 
Para averiguar a possibilidade de que corticoides poderiam inibir a 
inflamação neurogênica, assim como inibem os processos inflamatórios 
clássicos, SMITH & LIU, em 2002, testaram corticoides tópicos e 
sistêmicos, em uso prolongado e pontual, concomitantes a ferimentos em 
orelhas de ratos. Os autores observaram um aumento nos níveis de SP e 
NGF após uso crônico de corticoides tópicos (sete dias em ratos), 
atribuindo a esse mecanismo o advento de dermatite atópica em humanos 
que fazem uso inapropriado de corticoides tópicos. De fato, MISERY, em 
2011, ao escrever um artigo de revisão abrangendo as funções 
imunológicas do sistema nervoso na pele, ressalta trabalhos que 
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comprovam as funções imunomoduladoras da SP e do CGRP na pele, 
sobretudo nas atopias. Segundo os estudos citados, os corticoides parecem 
não inibir a IN, mas faz-se necessário outros estudos que abordem esse 
tema diretamente. 
A inflamação neurogênica está envolvida nos processos fisiológicos 
e patológicos da cicatrização (PAVLOVIC et al., 2011); por isso a 
possibilidade de modular suas fases iniciais (atrasando-a, inibindo-a, ou 
estimulando-a), traria a perspectiva de controlar tais processos, 
eventualmente melhorando o tempo de cicatrização normal e corrigindo as 
cicatrizações patológicas. 
O uso de expansores cutâneos é uma das maneiras de influenciar a 
liberação de NP´s e, portanto merecem destaque nas perspectivas para 
futuro uso clínico, visando controlar eventos fisiológicos e patológicos que 
envolvem a inflamação neurogênica. 
Na área da clínica, doenças cutâneas com origem neuropeptidérgica, 
como psoríase e dermatites atópicas e o queloide (AKAISHI, OGAWA, 
HYAKUSOKU, 2008) poderiam se beneficiar de um complemento 
terapêutico através da modulação da secreção de neuropeptídeos, visando 
um melhor controle dessas patologias além do tratamento clássico atual. 
Na área da cirurgia, o conhecimento de que a expansão cutânea inibe 
a liberação de SP pode contribuir para o uso desses expansores cutâneos, 
quando se desejar inibir a inflamação neurogênica, ou talvez atrasar o 
processo cicatricial. Na prática cirúrgica, onde certas intervenções podem 
ser realizadas em indivíduos propensos, a inibição de SP poderia trazer 
uma redução da contração cicatricial, uma menor resistência dos pontos 
cirúrgicos e uma cicatrização com menor força tênsil, unicamente pelo uso 
da expansão cutânea associada. Por outro lado, procedimentos cirúrgicos 
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onde existe chance de retrações cutâneas, formação de bridas ou qualquer 
advento de uma cicatrização exacerbada, comum em pacientes queimados 
ou vítimas de traumas, a expansão cutânea é uma das hipóteses de uso em 
seu arsenal terapêutico.  Assim sendo, protocolos cirúrgicos seriam 
passíveis de revisão, considerando-se conceitos de modulação de processos 
inflamatórios. 
Da mesma forma, as cicatrizes fibroproliferativas, como cicatrizes 
hipertróficas e queloides, merecem maiores estudos quanto à inclusão de 
expansores cutâneos em seu tratamento. Enquanto um modelo animal para 
estudos de cicatriz hipertrófica estiver sendo desenvolvido (ENGRAV et 
al., 2011), estudos terapêuticos em humanos com a expansão cutânea 
concomitante ao já consagrado corticoide, poderia modular sua patogênese 
e impactar num maior sucesso de prevenção e recidiva pós-cirúrgica. 
Uma das perguntas mais relevantes que esse trabalho levanta é sobre 
a real influência da SP no resultado final da cicatriz. Estudos anteriores 
mostram que a SP parece, de fato, contribuir para algum retardamento nas 
fases iniciais da cicatrização que precisariam ser mais bem caracterizados. 
No entanto, a influência da SP nas fases finais da cicatrização carece de 
mais estudos em animais e in vitro, para depois ser testada em humanos. 
O CGRP mostra indícios de não participar de modo direto sobre as 
alterações cicatriciais descritas por outros autores (SMITH & LIU, 2002; 
ROOSTERMAN et al., 2006; ZEGARSKA, LELIŃSKA, TYRAKOWSKI, 
2006; LEFFLER et al., 2008). São necessários maiores estudos para se 
definir as consequências das atividades imunomoduladoras e 
vasodilatadoras do CGRP, assim como sua real função na cicatrização. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
C o n c l u s õ e s  | 51 
 
 
 
 
7. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
1. O expansor de tecido na pele  de rato,  com expansão 
imediata e a expansão em duas semanas,  reduziu a 
secreção de SP nas terminações nervosas e inibe a 
inflamação neurogênica pelas vias bioquímicas ativadas 
pela SP.   
2. A meia expansão não influenciou na secreção de SP e 
CGRP. 
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ABSTRACT 
 
The neurogenic inflammation (IN) is one of the first events of healing. 
Before a nociceptive stimulus in the skin, there is release of neuropeptides 
(NP's) skin pro-inflammatory substances that are produced by the neurons 
of the dorsal root ganglia and secreted nerve endings in the skin, triggering 
the inflammatory phase of wound healing. The expansion skin, widely used 
in plastic surgery as a resource to gain real skin to skin flap rotation and 
thus cover large skin defects arising out of the loss is the removal of 
tumors, accidents of various origins and reconstructions of parts of the 
human body, but nothing is known about the action of neuropeptides 
CGRP and SP in these skin areas expanded. OBJECTIVE: To evaluate the 
effect of expanding the skin secretion of NP's SP and CGRP in the skin of 
mice. METHODS: 28 Wistar rats divided into 4 groups (n = 7): group C 
(empty Expander), EN group (Normal Expansion 15days), group (Half 
Expansion) and group EI (Instant Expansion on the collection day). After 
general anesthesia, each group has introduced a skin expander of 22ml 
capacity with the CO group only without the expander breathes it in no 
time, EM Group expander inflated with half capacity (11ml) after 
introducing a week later inflated with 11ml more, equal to group ME  but 
with only half the capacity of the expander (11ml) and nothing else, and EI 
group expander being inflated with total capacity (22ml), waited a minute 
before the death of the animal and data collection . Next, each mouse was 
subjected to induced death painless and a skin sample from each mouse 
with standardized area and volume were taken from the center line incision 
with the aid of electric dermatome and 8mm dermal punch. This sample 
was sent for quantification of CGRP and SP by Western Blotting and 
followed for statistical analysis. RESULTS: In relation to the presence of 
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NP's in the skin of rats in relation to neuropeptide SP was decreasing 
concentration being the highest concentration of CO Group and so on with 
the following GE Group ME and EI, as the neuropeptide CGRP have 
similar values in the evaluation of CGRP-5kDa (actual measure) and 
maintenance of the concentrations of CO Groups, ME and EI, as a sharp 
drop in the concentration EN group (normal expansion). CONCLUSION: 
It was observed that the slower expansion less concentration of 
neuropeptides soon denervation can be observed. Thus, the slow and 
progressive cutaneous expansion inhibits the release of neuropeptides 
reducing the inflammatory response. 
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APÊNDICE 1 
 
Aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP – CEP 0005/11
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APÊNDICE 2 
 
Tabela de dados obtidos do Western blotting para SP, em relação a 
cada grupo. 
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APÊNDICE 3 
 
Tabela de dados obtidos do Western blotting para pró-CGRP, em 
relação a cada grupo. 
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APÊNDICE 4 
 
Tabela de dados obtidos do Western blotting para CGRP (forma ativa), 
em relação a cada grupo. 
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APÊNDICE 5 
 
Valores da quantificação de pró-CGRP, SP e CGRP para cada grupo, 
submetidos a teste de ANOVA. 
 
Descrição da quantificação de neuropeptídeos cutâneos para cada grupo, 
seguido de significância estatística segundo teste de ANOVA. A SP e o 
pró-CGRP apresentaram diferença estatisticamente significativa entre seus 
grupos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variável Grupo Média DP Mediana Mínimo Máximo N P 
 
CO 2,558 0,533 2,595 2,020 3,417 7 
EN 1,821 0,200 1,761 1,712 2,281 7 
ME 1,893 0,413 1,903 1,231 2,620 7 
EI 1,930 0,292 2,039 1,433 2,282 7 
CO 0,450 0,125 0,330 0,288 0,666 7 
EN 0,224 0,083 0,245 0,109 0,383 7 
ME 0,315 0,183 0,343 0,191 0,543 7 
EI 0,231 0,057 0,238 0,147 0,312 7 
CO 1,611 0,768 1,423 0,841 2,897 7 
EN 1,323 0,766 1,122 0,641 2,900 7 
ME 1,556 0,696 1,138 0,968 2,617 7 
EI 1,326 0,595 1,233 0,733 2,551 7 
0,007 
0,002 
0,713 
pró-CGRP- 
15kda  
SP  
CGRP-forma  
ativa-5kda  
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APÊNDICE 6 
 
Valores da quantificação de pró-CGRP e SP, submetidos a teste de 
Tukey. 
 
Resultado das comparações múltiplas pareadas de Tukey para SP e pró-
CGRP. Quanto à SP, o grupo CO e o grupo EN apresentaram redução 
desses NP
S
 nas amostras em relação ao grupo CO e ao grupo ME, sem 
diferença entre si. Quanto ao pró-CGRP, todos os grupos apresentaram 
diminuição da quantidade dessa substância em relação ao grupo CO, sem 
diferença entre si.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inferior Superior 
CO EN 0,816 0,220 0,182 0,103 1,299 
CO EI 0,595 0,220 0,022 0,060 1,276 
CO  ME 0,768 0,220 0,021 0,090 1,322 
 ME EN -0,071 0,220 0,031 0,675 0,424 
ME EI -0,060 0,220 0,787 0,712 0,655 
  
CO EN 0,223 0,057 0,029 0,058 0,332 
CO EI  0,029 0,070 0,023 -0,170 0,227 
CO ME  0,227 0,067 0,023 0,044 0,405 
EN EI  -0,210 0,071 0,024 -0,398 -0,018 
EN ME  -0,017 0,067 0,010 -0,209 0,181 
ME EI  0,189 0,070 0,027 0,001 0,388 
p 
IC (95%) 
pró-CGRP- 
15kda 
SP 
Variável Comparação 
Diferença  
média 
Erro  
padrão 
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APÊNDICE 7 
 
Randomização do Projeto 
 
TERMINAÇÕES NERVOSAS E NEUROPEPTÍDEOS CGRP E SP EM PELE DE RATOS APÓS 
EXPANSÃO CUTÂNEA. 
 
1. Expansão Imediata_________________________  
2. Controle Absoluto__________________________  
3. Controle(c/ expansor vazio)__________________  
4. Controle(c/ expansor vazio) __________________ 
5. Expansão Imediata_________________________  
6. Expansão(em duas semanas) _________________ 
7. Controle(c/ expansor vazio) __________________ 
8. Expansão Imediata_________________________  
9. Expansão Imediata_________________________  
10. Expansão(em duas semanas) ________________ 
11. Expansão Imediata________________________  
12. Controle(c/ expansor vazio) _________________ 
13.Controle(c/ expansor vazio)__________________ 
14. Expansão Imediata________________________  
15. Controle Absoluto_________________________  
16. Controle Absoluto_________________________  
17. Controle Absoluto ________________________  
18. Controle Absoluto ________________________  
19. Expansão(em duas semanas) ________________ 
20. Controle(c/ expansor vazio)_________________ 
21. Controle Absoluto_________________________  
22. Expansão(em duas semanas) ________________ 
23. Expansão(em duas semanas) ________________ 
24. Expansão Imediata________________________  
25. Expansão(em duas semanas) ________________ 
26. Controle Absoluto_________________________  
27. Controle(c/ expansor vazio) _________________ 
28. Expansão(em duas semanas) _________________ 
*A Randomization Plan* from *http://www.randomization.com* 
28 subjects randomized into 1 block To reproduce this plan, use the seed 17270  
Randomization plan created on terça-feira, 1 de maio de 2012 09:26:17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
DESENHO DO PROJETO 
NEUROPEPTÍDEOS CGRP E SP EM PELE DE RATOS APÓS EXPANSÃO CUTÂNEA 
José Octavio Gonçalves de Freitas 
 
LINHA DO TEMPO 
Dia UM (5/5/2012)________________________________________(12/5/2012)___________________________________________Dia FINAL 19/5/2012 
 
 
GRUPO CONTROLE 
Descola e põe expansor vazio___________________________________________NADA____________________________________________Morte do Rato + coleta materiais 
 
GRUPO EXPANSÃO 15 DIAS (NORMAL) 
Descola, põe expansor e insufla com 11ml____________________________insufla com mais 11ml_____________________________________Morte do Rato + coleta de materiais 
 
GRUPO MEIA EXPANSÃO 
Descola e põe expansor vazio_________________________________________insufla com 11ml_____________________________________Morte do Rato + coleta de materiais 
 
GRUPO EXPANSÃO IMEDIATA 
Descola e põe expansor vazio____________________________________________NADA________________Expande 22 ml, espera 3 minutos e Morte do Rato + coleta materiais. 
 
A
P
Ê
N
D
IC
E
 8
 
 
A
p
ê
n
d
i
c
e
s
 | 7
4
 
 
A p ê n d i c e s  | 75 
 
 
APÊNDICE 9 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXOS 
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ANEXO 1 
 
Máquina de cortar cabelo (utilizada para epilação dos ratos) – Marca 
WAHL® 
 
 
Fonte:  
Wahlglobal [Internet]. Rio de Janeiro: Wahl Clipper Brasil; [citado 2013 
Abr 8]. Super Taper. Disponível em: 
http://www.wahlglobal.com/brazil/wahl/linha-profissional/maquinas-de-
cortar-cabelo/super-taper.html 
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ANEXO 2 
 
Dermátomo Elétrico – Marca Integra/Padgett® 
 
 
Fonte:  
Integra LifeSciences [Internet]. New Jersey: Integra LifeSciences 
Corporation; c2012. Jarit [cited 2013 Apr 8]. Available from: 
http://www.integralife.com/Jarit/Jarit-Product-
Detail.aspx?Product=121&ProductName=Model%20PI%20Electric%20
Dermatome&ProductLineName=PADGETT%C2%AE&ProductLineID
=158 
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ANEXO 3 
 
Punch cutâneo de 8 mm de diâmetro – Marca Richter® 
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